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Verfahren zur Spaltung von Peptiden und Proteinen an der Methlonyl-Bindung. 

©Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Spaltung von 
Peptiden und Proteinen an der Methionyl-Bindung mil Hilfe 
von Chlorcyan. 
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Verfahren zur Spaltung von Peptlden und Protelnen an der 
Methlonyl-BlndunK 

Im Rahmen gentechnologlscher Gewlnnung von Peptlden und 
Protelnen (z.B. Insulin, Prolnsulln, Preprolnsul In und 
dessen Analoga, Interferon, Wachstumshormon) hat es slch 
oftraals als vortellhaft erwlesen, die Produkte zunSchst In 
der Form hoherraolekularer "Fuslonsprotelne" zu Isolleren. 

Die so anfallenden Fuslonsprotelne slnd stabller als die 
gewUnschten Produkte und kSnnen unter Ausnutzung von In- 
duktlonssystemen In hOheren Ausbeuten Isollert werden. Pur 
derartlge Fuslonen kommen Im Prlnzlp alle In grSBeren 
Mengen von den Wirtsorganlsinen synthetlslerten Protelne In 
Frage, vor allera wenn deren Synthese gut Induzlerbar 1st; 
hSuflger beschrleben slnd die B-Galactosldase , 
B-Lactaraase, Telle des Cro-Protelns , des C^. ^-Proteins und 
15 der Enzyme des Tryptophan-Stof f wechsels ( vor allem Trp 
D, Trp E) . Dabel erfreuen slch Fuslonen des gewUnschten 
Genprodukts rait B-Galaktosldase besonderer Bellebthelt, 
well die dabel zunSchst anfallenden Protelne hSuflg 
schwerl6sllch und soralt gut anzurelchern slnd (A.V. Fowler 
20 und I. Zabln, J. Biol. Chem. 258 (1983) lJ^35^4-58). 

Aus den resultlerenden Puslonsproteinen kSnnen die ge- 
wiinschten Produkte rait chemlschen und enzyraatlschen Metho- 
den abgespalten werden, wobel dlese Spaltreaktlonen hoch 
25 spezlflsch seln mUssen, urn SchSdlgungen der Produkte zu 
verraelden. 



30 



Chemlsche Methoden zur Protelnspaltung slnd melst In Zu- 
sammenhang mlt der Peptld-Sequenzanalytlk von Protelnen 
referlert (slehe z.B. Handbook of Protein Sequence Analy- 
ses, 2nd Edition, L.R. Croft, John Wiley a. Sons"; B. Wit- 
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kop, Advan. Prot. Chem. iS (196I), 221 60wle E. Gross, 
Methods In Enzymology, Vol. XI, 238 (196?)). 

Besonders hauflg wird elne Spaltung ah Methionyl-Bindungen 
mit Bromcyan referlert (B. Witkop, Adv. Prot. Chem. 16 
(1961) 221), da hlermlt Im allgemelnen hohe Spaltausbeuten 
ohne Schadlgung anderer Peptldblndungen oder Amlnosaure- 
seltenketten erzlelt werden. 

Urn hohe Spaltausbeuten zu erzlelen, werden Ubllcherwelse 
hohe BromcyanQberschiJsse (bis 250fach; siehe B. Wltkop- 
Artikel) bezogen auf die zu spaltenden Methionyl-Blndung 
elngesetzt, bel langen Reaktionszel ten bis 30 Stunden und 
Rauniteraperatur. Die Reaktion wird in stark saurera Milieu 
durchgefUhrt , ein bevorzugtes LSsungsraittel 1st Ainelsen- 
sSure im Konzentrationsbereich von 70-88 Voluinen-% . 

Bromcyan (BrCN) 1st ein Feststoff (Schmp. 52°C, Kp. 62**C) , 
eine hochtoxische Verbindung. Die tSdliche Dosis fUr einen 
norraalen Menschen betrSgt 92 ppm bei einer Einwirkzelt von 
10 Minuten (Gmelin Syst. Nr. Ik C, Fl. D 3 1976, S. 217 - 
2^41; Petty's industrial Hygiene and Toxicologiy, 3- Auflage 
1982, Bd. 2 c, S. i486l). Bei unsauberen PrSparaten ist ein 
spontaner Zerknall von Packungen beschrieben (s. BroschUre 
Sicherheit mit Merck, E. Merck, Darmstadt 5/13090/60/1282 R) . 

Die Handhabung groBer Mengen BrCN bel der groBtechnischen 
Proteinspaltung ist daher sehr problematisch , neben den 
Sicherheitsaspekten spielen auch technische Fragestellungen 
(z.B. F6rderung von Feststoff en) eine Rolle. 

Es wurde nun (iberraschenderweise gefunden, daB slch die 
Methionyl-Blndung mit Chlorcyan (CICN) spalten ISBt. 

Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Spaltung von 
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Peptlden und Proteinen an der Methlonyl-Blndung , das da- 
durch gekennzelchnet 1st, daB man die Spaltung mit Chlor- 
cyan durchfilhrt. 

5 Proteinspaltungen mlt CICN slnd in der Literatur nicht 
beschrleben. 

Filr den Fachmann ist der Elnsatz von CICN zur nichtenzyma- 

tlschen Protelnspaltung nicht unbedingt vorhersehbar , da 
10 CICN eine von BrCN deutlich unterschiedliche chemische 

Reaktivitat zeigt (vgl. hierzu Houben-Weyl, Bd. II, S. 5^15; 

Ullmann Bd . 9, S. 668, B.S. Thyagarajan, The Chemistry of 

Cyanogen Halides 2, (1968); R.T. Parfitt, J. Chem. Soc. 

(C), rUO, (1957))- Neben der unterschiedllchen ReaktivitSLt 
15 und Aktlvitat von BrCN und CICN beobachtet man auch unter- 

schiedllches Reaktionsverhalten gegeniiber glelchen Reak- 

tlonspartnern . 

CICN ist bei Raumteraperatur ein Gas (Schrap. -6,9**C; Sdp. 

20 13,0°C); es 1st nicht so toxisch wie BrCN (vgl. Gmelin 

Syst. Nr. IH C, F 1, D 3, 1976, S. l85; Petty' s Industrial 
Hy^ene and Toxicology, 3- Auflage 1982, Bd. 2 c, S. M859)- 
Die tbdliche Dosls fiir elnen Menschen betrS-gt 159 PPm bei 
einer Elnwlrkzelt von 10 Minuten (vgl. 92 ppm fUr BrCN). Da 

25 der Relz-Schwellenwert von CICN mit 2,5 mg/m^ deutlich 

nledriger liegt als der von BrCN (6,0 mg/m^), hat CICN eine 
grSBere "Selbstwarnung" . Es besltzt daher fUr einen tech- 
nischen Elnsatz erhebliche Sicherheitsvorteile . 

30 Daneben bietet der Elnsatz von CICN auch erhebliche ver- 

f ahrenstechnlsche Vorteile: CICN 1st als Gas elnfacher und 
gefahrloser dosierbar und fOrderbar als der Peststoff BrCN. 

Nach beendeter Reaktion kann der Chlorcyan-OberschuB durch 
35 Einblasen eines geelgneten Gases aus dem Reaktionsgemisch 
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entrernt werden. Geeignet slnd inerte Gase wle z.B. 
Sticks toff . Zur Unterdrackung der Schaimblldung kbnnen 
geelgnete EntschSumer zugesetzt werden. Gut geeignet sind 
z.B. die Typen SE 3. 6 und 9 der Firma Wacker Ghemie. 
Im AnschluB daran wird das Reaktionsgemisch in Ublicher 
Welse auf gearbeltet . 

Der mlt CICN beladene Gasstrom kann durch einen wascher ge- 
leltet werden, der mlt wSBrlger NaOH- und/oder NaOCl-L5- 
sung gefUllt ist. Dabel wird das GICN zu NaCl und NaOCN 
abgebaut (s. Gmelln Syst. Nr. IK C, F 1, D 3. 1976, S. 
I8li; Petty's Industrial Hygiene and Toxicology, 3- Auflage 
1982, Bd. 2 c, S. 4859) . 

Durch diese Verf ahrenswelse kann das Spaltreagenz (CICN) 
wesentllch sicherer entsorgt werden als das toxlschere 
BrCN. Die Entsorgung 1st damlt zeltlich und ramnllch ge- 
trennt von der Protelnlsollerung, die nach bekannten Metho- 
den {Elndampfen, Gef rlertrocknung) durchgefUhrt werden 
kann. 

Chlorcyan wlrd vortellhaft in elnem 2 bis 30-rachen molaren 
OberschuB pro zu spaltende Methlonyl-Bindung elngesetzt. 
Bevorzugt 1st eln 5 bis 8-facher raolarer OberschuB. Die 
Reaktlonsdauer betrSgt gewBhnllch 1-10 Stunden, vorzugs- 
welse 3-6 Stunden. 

Als Reaktionsmedlum elgnet slch eln Gemlsch aus Wasser und 
elner MlneralsSure oder elner wassermischbaren organischen 
saure. Bevorzugt slnd organlsche SSuren, wle z.B. 
Amelsensaure. Der Gehalt von Amelsensaure Im Reaktlons- 
medluin kann 50-95 Volume n-? , vorzugswelse 65-88 Volumen-% 
bet rage n- 

Dle nachstehenden Belsplele dlenen zur Eriauterung der Er- 
flndung, ohne daB diese darauf beschrSnkt ware. 
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Belsplel 1 (Verglelchsbelsplel) 

1 g B-Galactosldase aus E.^oli (Gehalt ca. 70 %, Methlonln- 
gehalt 0,l6 raMol/g bestlmmt durch AmlnosSureanalyse) werden 
m 7,5 ml 70 Vol.-% HCOOH elngerUhrt und mlt 0,135 g Brom- 
cyan (= 1,28 mMol) versetzt. 

Das Reaktlonsgemlsch wird 6 Stunden bel Raumteraperatur ge- 
riihrt, mit 100 ml verdiinnt und gef riergetrocknet . 

Der RUckstand betrSgt 0,97 g Spaltprotelngeralsch . 

In der Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 1st kelne 
6-Galac tosldase mehr zu erkennen. Man flndet vorzugsweise 
Proteinf ragmente Im Molekulargewlchtsbereich von 5 000 - 
20000 Dalton. Nach AminosSureanalyse und gaschroraato- 
graphischer Methylrhodanidbestimmung betrSgt die 
Spaltungsrate 9H %, 

Belsplel 2 

1 g B-Galactosldase aus E.coll (Gehalt ca. 70 %, Methionin- 
gehalt 0,16 mMol/g bestlmmt durch Amlnos^ureanalyse) werden 
In 7,5 ml 70 Vol.-% HCOOH elngerUhrt und mlt 0,079 g CICN 
(= 1,28 mMol) versetzt. 

Das Reaktlonsgemlsch wlrd 6 Stunden bei Raumtemperatur 
geriihrt. 

Nach beendeter Reaktlon werden 1-5 ul EntschSumer (SE 9 der 
Plrma Wacker Chemie, Burghausen) zugesetzt und das Uber- 
schiisslge Chlorcyan durch Elnblasen von (15 1/h) in ca. 
1,5 Stunden entfernt. Der mit Chlorcyan beladene N^-Strom 
wlrd in elne mit Natronlauge gefUllte Waschflasche einge- 
leitet. 
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Nach der CICN-Austrelbung wlrd die L5sung mit 100 ml 
verdUnnt und gef riergetrocknet . 
Der RUckstand betrSgt 1 g. 

in der SDS-PAGE 1st kelne B-Galactosidase mehr zu erkennen. 
Man flndet vorzugswelse Proteinf ragmente im Molekularge- 
wichtsberelch von 5 000 - 20 000 Dal ton. Nach AminosSure- 
analyse und gaschromatographischer Methylrhodanidbestlmmung 
betragt die Spaltungsrate 93 

Belsplel 3 

1 g B-Lactamase, Isollert aus E.coll-Zellen , die das Plas- 
mid pBR 322 enthalten (Gehalt ca. 75 Methioningehalt 
0,28 mMol/g) warden in 10 ml 70 Vol .-% HCOOH eingerUhrt und 
mit 0,236 g CICN C= 2,28 mMol) versetzt. 

Das Reaktionsgemisch wird 6 Stunden bei Raumteraperatur 
geriihrt . 

Nach beendeter Reaktlon werden 1-5 pl EntschSumer (SE 9 der 
Firma Wacker Chemie , Burghausen) zugesetzt und das iiber- 
chUsslge Chlorcyan durch Elnblasen von N^ (15 1/h) in ca. 
1.5 stunden entfernt. Der mit Chlorcyan beladene N^-Strom 
wird in eine rait Natronlauge gefUllte Waschflasche einge- 
leitet . 

Nach der CICN- Austreibung wird die L5sung mit 100 ml 
verdUnnt und gef riergetrocknet . 

Der RUckstand betrSgt 0,99 g. 

In der SDS-PAGE ist keine B-Lactaraase mehr zu erkennen. Man 
findet vor allem Proteinf ragmente ira Molekulargewlchtsbe- 
reich 3 000 - 10 000 Dal ton. Nach AminosSureanalyse und 
gaschromatographischer Methylrhodanidbestimmung betr^gt die 

Spaltungsrate 92 %. 
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FATENTANSPRU CHE 

1. Verfahren zur Spaltung von Peptlden und Protelnen an der 
Methlonyl-Blndung, dadurch gekennzelchnet , daB man die 
Spaltung mlt Chlorcyan durchfUhrt. 

2. Verfahren gemSB Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB 
man nach beendeter Reaktlon den Chlorcyan-UberschuB mit 
einem geelgneten Gas aus deni Reaktionsgemlsch entfernt 
und das Reaktionsgemlsch anschlleBend In iibllcher Welse 
auf arbeltet . 



3. Verfahren gemSB Anspruch 2, dadurch gekennzelchnet, daB 
man den Chlorcyan-OberschuB mlt Stickstoff aus dem Reak- 
tionsgemlsch entfernt. 

^.Verfahren gemSB elnem der AnsprUche 1-3, dadurch ge- 
kennzelchnet, daB man Chlorcyan in elnem 2 bis 30-fachen 
molaren OberschuB pro zu spaltende Methlonyl-Blndung 
elnsetzt. 

5- Verfahren gemSB elnem der AnsprUche l-H , dadurch gekenn- 
zelchnet, daB man Chlorcyan In elnem 5 bis 8-fachen 
molaren OberschuB pro zu spaltende Methlonyl-Blndung 
elnsetzt. 

6. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1-5, dadurch gekenn- 
zelchnet, daB man die Reaktlon in l-io Stunden durch- 
fUhrt. 



7. Verfahren gem^B einem der AnsprUche 3-6, dadurch gekenn- 
zelchnet, daB man die Reaktlon in 3-6 Stunden durch- 
fUhrt. 
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Verrahren gemSB elnem der AnsprUche 3-7. dadurch gekenn- 
zelchnet, daB man als Reaktlonsmedium eln Gemlsch aus 
Wasser und einer wassermischbaren SSure verwendet. 

Verfahren gemSB Anspruch 8, dadurch gekennzelchnet , daB 
man als Reaktlonsmedium eln Gemlsch aus Wasser und 
AraelsensSure verwendet. 

Verfahren gemSB Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB 
der Amelsensaure-Gehalt Im Reaktlonsmedium 50-95 
Volumen-J betrSgt. 



